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Abstract 



Apparatus for the solid-phase synthesis of a plurality of polypeptides, which has a plurality of containers (2) 
arranged o n a m ounting device (1), a reaction vessel (3) and Individual reaction vessels (5) arranged in 
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Pruf ungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Vorrichtung fur die simultane Synthese mehrerer Polypeptide 

Vorrichtung fur die Festphasensynthese mehrerer Poly- 
peptide, die mehrere Behalter (2) angeordnet an eine Halte- 
vorrichtung (1), ein ReaktlonsgefaR (3) und in GefaS (4) an- 
geordnete individuelle Reaktionsgefa&e (6) aufwelst. 
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Patentanspruche ausgefiihrt Die Methode kann manuell oder automaii- 

siert unter Verwendung eines Peptidsynthesisers ausge- 

1. Vorrichtung fur die Festphasensynthese mehre- fuhrt warden. 

rer Polypeptide, dadurch gekennzeichnet, daB Der Nachteil der beschriebenen Methode liegt darin, 
mehrere Beh^Iter (2), die fiir die Aufnahme des 5 daB nur kleine Peptidmengen in den einzelncn Bcuteln 
polymeren Tragers bestimmt sind und deren Wan- hergestellt werden iconnen, daB die Handhabung der 
de zumindest teilweise aus pordsem Material be- Beutel etwas umstandlich ist, daB die Beutel nichi ^yie- 
stehen, an einer Haltevorrichtung (1) angeordnet der verwendet werden kdnnen, daB fQr die Kondensa- 
sind, mittels der die Behtlter (2), fur die gemeinsa- tionen der verschiedenen Peptide die Beutel voneinan- 
men Syntheseschritte in ein ReaktionsgefSB (3) und 10 der getrennt werden mOssen und keine Kontrollproben 
fur die individuellen Syntheseschritte in die in Ge- wahrend der ganzen Synthese entnommen werden kon- 
faB (4) angeordneten individuellen Reaktionsgefa- nen. 

Be (5) gleichzeitig eingebracht werden kdnnen. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vor- 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- richtung bereitzustellen, die die vollstandige simullane 
zeichnet, daB die Behalter (2) die Form eines Zylin- is Synthese mehrerer Polypeptide ermdglicht und die 
ders haben, dessen Grundflache von einer Mem- oben genannten Nachteile vermeidet 

bran oder einer Glasfritte gebildet wird und der Diese Autgabe wird durch die im kennzeichnenden 
oben offen ist . Teil von Anspruch 1 angegebenen Merkmale geldst 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch Die Vorrichtung wird ffir die simultane Synthese von 
gekennzeichhet, daB die BehSlter (2) in der Halte- 20 verschiedenen Polypeptiden verwendet Besonders ge- 
vorrichtung(l)hangend angeordnet sind eignet ist sie fOr die Synthese von Polypeptiden mit 

4. Vorrichtung nach einem der Ansprflche t bis 3, mSglichstahnlichen Syntheseslrategien,z.B,fQrdicSyn- 
dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Glas herge- these von Polypeptiden bestehend aus 15 bis 20 Amino- 
stelltist sauren, Polypeptiden mit ahnlichen Kettenlangen, Poly- 

25 peptiden bei deren Synthese mdglichst idcntischc 
Beschreibung Schutzgruppenkombinationcn verwendet werden. 

FOrdie Durchfiihrung der Synthcscn wird jc cine P r- 
Bei der Festphasenpeptidsynthese, basierend auf der tion des polymeren Tragers (12) bzw. des Tragers mit 
von R. B. Merrifield entwickelten Methode (G. Barany, einem Teil der Peptidkette in die Behaitcr (2) gefOllt Fur 
R. B. Merrifield in The Peptides, Analysis, Synthesis, 30 die Syntheseschritte, die den herzustellenden Polypepti- 
Biology, Vol. 2, 3-284 (1980), Hrsg. Gross, Maienhofer den gemeinsam sind (ein Teil der Kondensationen, Zwi- 
Academic Press, New York) wird die Peptidkette schenschritte wie Waschen, Abspalten von Schutzgrup- 
schrittweise aufgebaut Die Syntheseschritte kdnnen pen, Neutralisieren), werden die Behaiter (2) mit Hilfe 
wie folgt zusammengefaBt werden: der Hahevorrichtung (1) in das ReaktionsgefaB (3) ein- 

35 gebracht Die Wasch- oder Reaktionsldsung wird im 

a) Binden der ersten Aminosaure der Peptidkette ReaktionsgefaB (3) vprgelegt oder nachtraglich einge- 
tiber eine Ankergruppe an einen polymeren Tra- fClUt Die FlQssigkeit dringt durch den porosen Teil der 
ger, Wande der Behaiter {2), die Umsetzungen erfolgen an 

b) schrittweises Ankondensieren der Obrigen Ami- den an dem Trager (12) gebundenen Peptiden in den 
nosauren der Peptidkette. 40 Behaitern (2). FQr die Individuellen Syntheseschritte 

c) Zwischenschritte zwischen den einzelnen Kon- wird das fQr das befreffende Polypeptid erforderiiche 
densatipnen bestehend aus Waschen, Abspalten Reagens in dem entsprechenden individuellen Reak- 
von Schutzgruppen und Neutralisieren, , tionsgefaB (5) vorgelcgt Die Behaiter (2) werden dann 

d) gewQnschtenfalls acyliereh endstandiger Amino- in die entsprechenden individuellen RcaktionsgefaBe 
gruppen, 45 (5), die im GefaB (4) angeordnet sind, eingebracht, das 

e) Abtrennen des Peptids vom Trager. Reagens dringt durch den pordsen Teil der Wand in die 

entsprechenden Behaiter (2) und die individuellen Syn- 
Bei dieser Peptidsynthese muB mit einer Synthesezeit theseschritte werden somit simultan ausgefQhrt (Es ist 
von bis zu 18 Stunden, meist bis zu 4 Stunden pro Ami- auch mdglich, die individuellen Reagentien nach dem 
nosaure gerechnet werden. (Die einzelnen Kondensa- 50 Einbringen der Behaiter (2) in die individuellen Reak- 
tionen bentitigen meist 1 bis 2 Stunden Reaktionszeit; tionsgefa6e(5)zufOllen).Falls manchedergewQnschten 
zwischen den Kondensationen sind in der Regel etwa 1 0 Kondensationen unterschiedliche Schutzgruppen erfor- 
Zwischenschritte erforderlich, fttr die je ca. 2 bis 15 Mi- dem, wird das Abspalten der unterschiedlichen Schutz- 
nuten gerechnet werden mQssen.) Die Herstellung von gruppen ebenfalis in den individuellen Reaktionsgefa- 
Peptiden bestehend aus einer grSBeren Anzahl von 55 Ben(5)durchgefflhrt 

Ammosauren ist somit sehr langwierig, arbeitsintensiver Die Durchfdhrung der Synthesen mit der erfindungs- 
und teuer. gemaflen einfachen Vorrichtung ist also mit relativ we- 

FQr die Festphasensynthese analoger Peptide ist von nig Arbeitsaufwand mdglich. Durch die M5glichkeit, al- 
R A. Houghten (Proa NatL AcadL Sci, USA, VoL 82, pp- le Synthesen simultan auszufQhren, was mit herkdmmli- 
5131 -5135, August 1985. Immunology) eine Methode eo chen einfachen Vorrichtungen nicht mSglich ist, wird die 
beschrieben worden. Danach wird der polymere Trager Herstellungszeit und der Arbeitsaufwand fOr cine groBc 
fQr die Synthese in Portionen von je 50—100 mg .in Anzahl von Polypeptiden wesentlich rcduziert 
kleine por6se Polypropylenbeutel gefQIlt, die Beutel Vorteilhafte Merkmale der crfindungsgemaBen Vor- 
werden zugeschmolzen, die in den Synthesen etnheitli- richtung: 

chen Zwischenschritte (Waschen, Neutralisieren, Ab- 65 Die Vorrichtung besteht aus Glas oder Idsungsmittel- 
spalten v n Schutzgruppen) werden an alien Beuteln resistentemKunststoff,z.B.Polypropylen, Teflon, 
gleichzeitig in einem gemeinsamen ReaktionsgefaB aus- Im Hinblick auf die manuelle Verwendung, der Vor- 
gefQhrt, die einzelnen Kondensationen werden getrennt richtung, sind die Gc^Be 3 und 4 in der GrdBc be- 
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schrankt, z.B. Zylinder von etwa 100 bis 300 (vorzugs- tung 1 mit den BehSlfern 2 in das GefaB 4 eingebracht, 

wcise clwa 200) mm Durchmesser und H6he. Vorzugs- wobei die BehSlter 2 jeweils in die entsprechenden indi- 

weisc enthait die Vorrichtung etwa 20 Behaiter (2), viduellen ReaktionsgefaBe 5 eingetaucht werden. 

Die Anzahl der Behaiter (2) ist glcich der Anzah! der Die GefaBe 3 und 4 sind zylindrische GlasgefaBe mit 

individueilen ReaktionsgefaBe (5). Die Anordnung der 5 Planschliff, auf die der Deckel 6, ebenfalls mit Plan- 

Behalter (2) an der Haltevorrichtung (1) entspricht der schliff, paBt. Reaktionsgefftfl 3 hat einen verschlieBbaren 

Anordnung der individueilen ReaktionsgefaBe (5) in Ge- Ablauf 7. Der innere Durchmesser der GefaBe ist gleich. 

filB (4), so daB die Behaiter (2) leicht in die individueilen Die Haltevorrichtung 1 ist eine Glasplatte, deren 

ReaktionsgefaBe (5) eingebracht werden kdnnen. Es ist Durchmesser dem Durchmesser des Planschliffs der 

zweckmaBig, die individueilen ReaktionsgefaBe (5) als 10 GefaBe 3 und 4 entspricht Sie liegt bei der Verwendung 

oben offene und unten abgeschlossene rohrenfdrmige auf dem Planschliff des GeffiBes 3 bzw. 4 auf. Sie weist 

GefaBe zu gestalten, die ausreichend grofi sind, um je 20 gleichm^Big Uber die Fliche verteilte Schliffdffnun- 

cinen Behaiter (2) aufzunehmen. Vorzugsweise um- gen auf, in die die Behaiter 2 mit Kern einrastea so daB 

schlieBt das individuelle ReaktionsgefaB (5) den Beh&I- die Behilter 2 in der Glasplatte hangen. Die Schliffdff- 

tcr (2) eng, so daB nur geringes Totvolumen entsteht 15 nungen sind um eine mittlere Offnung auf 2 konzentri- 

und eine dementsprechende geringere Menge der Rea- schen Kreisen angeordnet 

gensflQssigkeit bendtigt wird. um den polymeren Trager Die Glasplatte kann Griffe zur bequemen Handha- 

zu bedecken. bung aufweisen sowie mindestens eine (in der Zeich- 

Die Behaiter (2) sind zweckmaBig so bemessen. daB nung angedeutete) Einftilloff nung. 
sie 0,1 bis 3 g (vorzugsweise 1 bis 2 g) polymeres TrSger- 20 Die Schliff6ffnungen, Behfilter 2 und individueilen Re- 
material aufnehmen kdnnen. Sie sind aus iSsungsmittel- aktionsgefaBe 5 sind markiert, z.B. durch fortlaufende 
resistentem formfestem oder f lexiblem Material, z.B. aus Zahlen. 

Glas, Polypropylen oder Teflon. Die PorengrdBe der Die Behaiter 2 sind zylindrische GlasgefaBe, die oben 

pordsen Teile der Wande ist so gewahlt, daB die Flussig- off en sind und unten durch eine Glasfritte 11 (vorzugs- 

kcifen rasch in die Behaiter (2) eintreten und daraus 25 weise D2) abgeschlossen sind. In diese Behaiter wird der 

ausflieBen kbnnen und gleichzeitig der polymere Tra- polymere Trager 12 fflr die Peptidsynthese eingebracht. 

ger, ein feinkorniges Material, in den Behaltem (2) zu- Das GefaB 4 enthait die individueilen zylindrischen 

rQckgehalten wird. Gewebe, Siebplatten und Fritten aus ReaktionsgefaBe 5, deren Zahi gleich ist der Anzahl der 

den oben genannten Materialien sind zweckmaBig. Bei Behaiter 2 und deren Anordnung der Anordnung der 

Behaltcrn (2) aus Glas werden vorzugsweise Glasfritten 30 Schliffdff nungen bzw. Behaiter 2 in der Haltevorrich- 

verwendet, vor/ugsweisc D2- Fritten. deren PorengrdBe tung 1 entspricht Die individueilen ReaktionsgefaBe 5 

40-100 fim ist Die Behaiter (2) sind vorzugsweise zy- sind durch unten angesetzte Schliffkeme in Bohrungen 

lindrisch oder birnenformig oder sind Rundkolben. Die der Bodenplatte 15 des GefaBes 4 gehalten. Die indivi- 

Behaiter (2) sind vorzugsweise oben offen oder ieicht zu duellen ReaktionsgefaBe 5 sind oben offen. Ihre MaBe 

dffnen, 35 sind so gewahlt daB sie die jeweiligen Behaiter 2 eng 

Die Haltevorrichtung (1) ist vorzugsweise so gebaut, umschlieBen. 

daB die Behaiter (2) an oder in ihr so eingehangt werden Der Deckel 6 weist eine Einffllloffnung und eine Off- 

konnen, daB der groBere Teii der Behaiter (2) unter der nung fOr den Druckausgleich auf. Eine EinfOllvorrich- 

Haltevorrichtung hangt tung kann durch den Deckel und die Offnung in der 

Um die Vorgange (Kondensation, Waschen eta) in 40 Lochplatte bis in das ReaktionsgefaB 3 reichen. 

den Behaltem (2) zu beschleunigen, ist es vorteilhaft. Fig. 2 zeigt eine Schnittansicht eines Teils der Vor- 

den polymeren Trager in der FlQssigkeit zu suspendie- richtung: Haltevorrichtung 1, darin hangenden Behaiter 

ren oder zumindest zu bewegea Das kann durch Z.B. 2 (mit Glasfritte 11 und Schliffkern 13) in einem indivi- 

SchQtteln der Vorrichtung oder Ultraschall erreicht duellen ReaktionsgefaB 5 (mit Schliffkern 14 in der Bo- 

werden. Zum Beispiel wird die Vorrichtung an einer 45 denplatte 15 von GefaB 4 gehalten). Die GeMe sind in 

Qblichen Schuttelapparatur befestigt der Position gezeigt, in der sie fttr die individueilen Syn- 

Die nachfolgende Beschreibung von bevorzugten theseschritte verwendet werden. 

Ausf Qhrungsformen der Erfindung dient in Zusammen- Fig. 3 zeigt eine AusfOhrungsform der Vorrichtung. in 

hang mit den Zeichnungen der naheren Eriauterung. der die Haltevorrichtung 1 auf einer Auflage 8 in Reak- 

Diese Ausf Qhrungsformen sind aus Glas, woraus sich 50 tionsgefaB 3 aufliegt und Qber der Haltevorrichtung 1 

einige Konstruktionsmerkmale ergeben. eine Verteilerplatte 10 auf einer Auflage 9 liegt Die 

Es zeigen Verteilerplatte 10 ist eine Glasplatte, die L6cher auf- 

Fig. 1 schematische Darstellung der Vorrichtung (Ex- weist, die konzentrisch mit den L5chem der Haltevor- 

plosionszeichnung) richtimg 1 angeordnet sind. Die Durchmesser der L6- 

Fig. 2 Schnittansicht eines Teils der Vorrichtung 55 cher der Verteilerplatte 10 sind etwas kleiner als die 

Fig. 3 Schnittansicht einer nur teilweise dargestellten Offnungen der Behaiter Z Die Verteilerplatte 10 liegt 

Vorrichtung, die von der in Fig. 1 dargestellten Ausfflh- oberhalb der oberen Rander der Behaiter 2. Bei dieser 

rungsform abweicht AusfOhrungsform kann WaschflOssigkeit sowie Rea- 

Fig. 4 schematische Darstellung eines Teils der Vor- gensldsung auf die Verteilerplatte aufgebracht werden. 

richtung 60 die dann in die einzelnen Behaiter 2 flieBt 

Die in Fig. 1 dargestellte Vorrichtung weist eine Hal- Fig. 4 zeigt die schematische Darstellung einer Vari- 

tevorrichtung 1, an der mehrere zylindrische Behaiter 2 ante der Behaiter 2 (Rundkolben mit Fritte 11) in einem 

befestigt sind, ein ReaktionsgefaB 3, ein GefaB 4, das individueilen Reakti nsgefaB 5, das auch hier den Behai- 

mehrere individuelle ReaktionsgefaBe 5 aufweist, und ter eng umschlieBt,um das Totvolumen zwischenBehai- 

einen Deckel 6 auf. FOr die fOr alie Synthesen gemeinsa- 65 ter 2 und ReaktionsgefaB 5 mdglichst klein zu halten. 

men Schritte wird die Haltevorrichtung 1 mit den Behal- Gezeigt sind femer die Schliffkeme 13 und 14. Um das 

tern 2 in das ReaktionsgefaB 3 eingebracht FOr die indi- Totvolumen auch im ReaktionsgefaB 3 mdglichst klein 

viduellen Schritte der Synthesen wird die Haltevorrich- zu halten, kann in das ReaktionsgefaB eine Lochplatte 
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gelegt werden, in deren Locher die Behalter 2 passen. 

Femer k6nnen an den GefaBen 3 und 4 und Deckel 6 
Anschliisse fur Schutzgase, Vakuum oder Druck einge- 
bautsein. 

Der Deckel (6), die Haltevorrichtung (1) und GefaB 3 5 
bzw. 4 konnen durch Klammern zusammengehalten 
werden. 

Wird die Vorrichtung aus Kunststoff hergestellt, so 
miissen oder kSnnen einige Konstruktionsmerkmale 
dem Material angepaBt werden, Z.B.: wenn das Material 10 
wesentlich leichter ist ais Glas. kann die Vorrichtung 
auch grSBer gebaut werden; Glasschliffe werden durch 
Schraubverbindungen ersetzt oder zum Teil durch Ver- 
kleben, vorausgesetzt die IClebestoffe sind resistent ge- 
genaber den verwendeten L6sungsmitteln; die Glasfrit- 15 
ten werden durch Kunststoffgewebe ersetzt 

Far die im Reaktionsge^ 3 ausgefiihrten Synthese- 
schritte kann die Vorrichtung (GefaB (3) mit Deckel und 
entsprechenden Zu- und AbfluBvorrichtungen)auch mit 
Peptidsynthesisern gekoppelt werden, was eine halbau- 20 
tomatische Synthesef Qhrung eritioglicht 
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